This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Officiai Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the apphcant. 

Defects in the images may inckide (but are not hnuted to): 



• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOl TOM OR S DDES 

• FADED TEXT 

• tLLECrSLETEXT 

• SKJEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 

As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



THIS PAGE BLANK (usPTO) 



■■1 



DANMARK 



DIREKTORATET FOR 



(11) FREIIL>EeeELSESSKRlFT 129353 

;45) PATENT MEDOELT 

17 FEB. 1975 



(51) Int. CI. C 08 b 19/08 



(21) AnsBgning nr. 2183/68 (22) Indleveret den 9. maj 1968 

(23) usbedag g. maJ 1968 



(44) An$0gnmgen fremlagt og 

fremlxggelsesstcriftet of!entJiggjort den 



30. Sep. 197^ 



PATENT- OG VAREM/ERKEV/ESENET (30) Prioritet benOTt fra den 29. apP . 1968 nr. 

22278/67, Storbrltannien. 



^'^> FISONS PHARMACEUTICALS LIMITED, 12 Derby Road, Loughborough, Lelce= 
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(74) FuWrwgtig under sajem behandling: 

Internatio nalt Patent -Bureau. " ' • ' - / ■. • 

C54) Analogirremgangsmade til rrecnstilllng af et ferrihydroxid-dex= 
- tranderivatkompleks eller en opl0snlng deraf. 

Den foreliggende opflndelsc angar en analogifremgahgsmade til fremstilling 
af et ferrihydroxid-dextranderivatkompleks eller en opl^sning deraf , ved omsaEt-* 
ning af et dextranderivat med kolloid ferrihydroxid ved forhjtfjet temperatur . 

Det er kendt» at ferrihydroxid-kulhydratkomplekser kan anvendes ved behahd- 
llngen af jernmangelanaEmi. Saledes tiar et ferrihydroxiddctxtrankompleks i vandig" 
oplftfsning vist sig at vxre ssrligt hensigtsmBESsigt ved . behandlingen af jernmangel- 
anaemt, bade nar det indgives ad intramuskulaBr og ad Intraven^s ve j • 

■ Fra USA patentskrift nr. 3.151.107 kendes en fremgangsmade: til fremstilling 
af et jem-carboxymethyldextran-kompleks ved . reaktion mellem en vandig alkalisk 
oplj^sning af ferrichlbrid og en vandig oplf^sning af et rarmere defineret carboxy- 
. me t hy Id ex t ran., bet ved fremgaiigsioaden pnaede produkt angives at vasre et vand-. 
opl0seligt frit-flydende pulver. Af den ravnte patentbeskrivelse fremgardet, at 
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produktet ved lav s ubst itut ionsgrad , d.v.s. lavt antal carboxymethy lethergrupper 
pr. anhydroglucose-enhed, kun er delvist oplf^seligt. 

Det bar nu if0lge opfindelsen vist sig, at et hidtil ukendt, modificeret 
dextran eller dextrander ivat danner komplekser med f err ibydroxid . I dette dextran- 

derivat er substitut ionsgraden nul, og produktet er dog fuldstsend igt vandopl^se- 

ligt. 

Dextran er polymeriseret glucose, hvor anbydroglucoseenhederne er bundet til 
hinanden overvejende med a- 1:6 bindinger. Disse ksder af anhydrog lucoseenheder 
kan baere et lille antal sidekaeder med anhydroglucoseenheder, som er bundet til 
kaeden med a-l:4 eller a-l:3 bindinger. Saledes kan linear dextran, d.v.s. dextran, 
hvor a lie anhydrog lucoseenhederne er bundet med a- 1:6 bindinger, repraesenteres 
ved formlen: 

-Gl - 6G1 - (6G1) - 6G1 - 6G* 
Hvor G repraesenterer en anhydrog lucoseenhed, og G repraesenterer den ende- 
stillede reducerende anhydrog lucoseenhed . 

Hvis dextranen er ikke- lineaer , d.v.s. indeholder en del a- 1:4 eller a- 1:3 
bundne grene, er f orgreningerne bundet til fc^den, som vist i det fjilgende: 

-6G1 - (6G1) - 6G1 - (6G1) - 6G* 

-6G1 - (6Gi) - 6G1 - (6G1) - 6G* 

m 4 n - . . 

I ■ ■ ■ ■ ■ 



Det har. nu vist sig, at dextran kan modificeres ved behand ling med en base 
til frembringelse af et hidtil ukendt dextrander ivat, som med ferrihydroxid dan- 
ner f err ihydr ox id-dextrander iy a tkomplekser. , 

\^.Jfremgangsmi4en ifftflge den foreliggende opfindelse er saledes ejendomnelig 
ved , at der anyendes, et ..dextranderivat , , hvor de . polymere kaeder, har minds t en ende- 
s t i I le t enhed , med , s truktur f orm len t . _ : . v ^ 

■V -ri I: V : H'.;c -.OH---- ■ /.iJ--:-.; ' vv-.^r;-.*:-.- s-^:--,-'vH -.c'--0H -'^^^ I 

e Her " et salt e ll^r eh' lakton ' deraic, af iedet .' a f en 'dextran, hvis "genhenanitsmole- 
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kylvagt efter vaegt er h0jst 50,000, hv refter det dannede kompleks eventuelt 
udvindes . . 

Produktet fremstillet ved frenigangsmaden if^lge opfindelsen udnBerker sig 
i forhold til det oratalte kendte produkt desuden ved en overraskende lav toxicitet. 

Hvorvidt et specielt dextranderlvat besidder den i det foregaende skitsere- 
de struktur, kan let bestemmes ved nedbrydning af molekylet til dets bestanddele 
ved sur hydrolyse og bestemmelse af disse bestanddeles natur. For eksempel kan det 
hydrolyserede stof sendes gennem en anionbytterharpiks, som t i Ibageholder enhver 
tilstedevaerende sur fraktion, og det t ilbageholdte stof kan genvindes, og ved 
sammenligning af dets smeltepunkt med sme Itepunktet for en kendt prjrfve af meta- 
saccharinsyre eller dens lakton kan det vises, at det virkelig har den i det 
foregaende naevnte struktur. Den endestillede enheds identitet kan ogsa vises ved 
chromatograf i. En typisk pr^verutine ved en sidan strukturbesteimne Ise ser ud som 
f(5lger. Prjrfven hydrolyseres f0rst med fortyndet svovlsyre, og reaktionsblandingen 
neutraliseres med bariumcarbonat • Bar iumsulfatbund f aide t filtreres fra, og fil- 
tratet sendes gennem en anionbytterharpiks, sasom en DEAE-ce Huloses0 j le . Sjijlen 
elueres sa med eddikesyre, eluatet koncentreres , og det opljiste stof udvindes. 
Stoffet kan derpa ident if iceres som metasacchar insyre eller dens lakton ved almin- 
delig smeltepunktsbestemmelse eller ved chromatograf i. 

Dextranderivaterne, der anvendes iffrflge opfindelsen, kan fremstilles udfra - 
. dextran, isar udfra par tie It depolymeriseret dextran med lav molekylvagt, ved 
bchandling af dextranet med en base, sisom et ammonium- eller alkalimetalhydroxid 
eller -carbonat, fortrinsvis natriumhydroxid. 

Ved fremgangsmaden anvendes dextran med en gennemsnitsmolekylvagt efter. 
v^t pa fra 500 til 50.000, fortrinsvis fra l^OOO til lO.OOO. Sidant dextran kan 
fremstiiles udfra naturligt dextran, som fas ved kontrolleret forgaring af sucrose 
med Leuconostoc mesenteroides , ved hydrolyse af naturligt dextran og f raktionering 
af den hydrolyserede produkt. 

• Behandlingen af dextran med base kan udf^res ved forh^jet temperatur, f.eks. 
ved en temperatur pa fra 40 til 80°C. Ved en f oretrukken f remgangsmade udf0res. 
behandlingen ved opvarmning af eh basisk opljisning af dextranet med pH 8 eller mere 
og tilsaetning af mere base under varmebehandlihgen, indtil. der i hovedsagen . ikke 
ptages mere base af oplfisningen. : : / - :: : ^ ^ : J 

Pextranderivatet kan adski lies, fra reaktionsblandingen for eksempel ved V 
bundfsldning med et andet oplfrfsningsmiddel. : , . 

:>assende opl^^^ til bundfasldning omfatter alkohoier med 1-6 carbon- 

^^9?^5^J sasom Mthanol, ethanol eller isopropanol, og ketoner^ sasom acetone 
^^^^^T Pf^^^y}^^^yX^^^ ogsA dialyseres mod rindendie vand / 

til f jerneise af st offer med lay molekylv^t g uorganiske st ffer fra dextran- 
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derivacet,sora derpa kan bundfaeldes som beskrcvet i det foregaende, hvis det kraeves. 
Det foretraekkes saedvanligvis at neutralisere ethvert overskud af base mcd syre, 
f^r.dextranderivatet adskilles fra reakt ionsblandingen. 

;^ - Hvis der finskes et renere produkt, kan en eller flere af de i det foregaen- 
de naevnte freragangsmader gentages. Ikke sure polymere stoffer kan ogsa fjernes 
ved, at man sender en opl^sning af dextranderlva te t gennem en s0jle med anionbyt- 
terharpiks, som tilbageholder det jinskede stof og tillader neutrale stoffer at ga 
igennem. Det jrfnskede , rensede dextranprodukt kan udvindes af sjijlen ved, at man 
eluerer med en sa Itopl^sning , for eksempel kaliumace tat • 

Det produkt, der fremkommer ved den 1 det foregaende skitserede fremgangs- 
made, vil saedvanligvis indeholde et salt af dextranderivate t . Det frie derivat 
kan fas ved at. uddrive syren a f de tte salt. Hvor der jrfnskes fremstillet andre sal- 
te end det dannede, kan sadanne salte fremstilles ved neutralisation af det frie 
dextranderivat med en egnet base , for eksempel et a Ikalime tal- , et jordalka lirae- 
tal- eller et atunoniumhydroxid eller -carbonat. * 

■ Komplekserne fremstilles if0lge opfindelsen ved reaktion mellem dextrahde^ 
rivatet* eller saltet deraf og kolloidt ferrihydroxid , som kan vaere blevet belt el- 
ler delv is danneit in situ i n^rvaerelse af dextranderivatet. Det kan ogsa vsere ble- 
vet dannet forud, som i tilicaeldet med dialyseret ferrihydroxid, Det kolloide fer- 
rihydroxid^ fremstilles" i . almindelighed ved en dob be It dekbmpositlonsreakt ion mel- 
lem ed ferrisalt log^n base. Passehde ferrisalte emfa ferrihi- 
trat , ferriperchlorat , ferritrichloracetat , ferriammoniumace tat , ferricitrat , fer- 
riammoniumcitrat og f err ioxy salte. Passende' baser omf atter natr iumhydr oxid , na- 
triumcarbonat ^ kalitimhydroxid ; kaliumcarbonat , ammoniumhydr oxid / ammoniumcar bona t 
"etc.-^^>.v ■ ^ : ; V . " ; ' •■'-.^ .;V.-, ; - ' ' : 

-.- Ved en f oretrukken fremgangsmade' til. kompleksdannelse af dextranderivate t ' 
med. ferrihydroxid , . dannes det kolloide ferrihyidroxid delvis forud ved langsom par- 
tie 1 neutralisation af et ferrisalt med base, f^r reaktion med dextranderivate t 
finder sted; idet neutralisationen fuldendes 1 naefvaErelse^' dextranderivate t. 
, Herved;; f as;' de; mest ■ stabile produkter. ^x'^^''-'-.-^'' -' ■■'^ ';;*'';."'•■■" -'■ . 

: . 7 fremstillet ved . hjaelp a f delvis eller fuldstsndig danrielse 

af . ferrihydroxid^ i nirvirelse af desxtrahd^ri^ vil den resulterehde 

, vandigei opljifsning af . komplekse t 'ogsa Inileholde e^^^^ bestar af anionen f ra v j 

ferrlsaltetyog kaitionen fra basen. Komplekset kan rehses for denne urenhed enten . 

ved/ at man dia ly sere r oplj^sningen mod rind^nde "varid ved at man bund if ael-;^^' 

: der kckaplekse t . ved ti Isaetning af e t passende med , vatid b land bar t opl^snihgsmidde 1, 
/ som/lkke opl^^r^^k sasbm methyl- eller e thy la Ikohol, og derefter o'pl0- v 

ser. komplekset:: igen^^ Det er "en^ f oixIelV'a rensningstrln 

: llgner;det/ hvbrunder dextranderlva tet udvindes nsblanding, det * " 
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er dannet 1. Det er derfor ikke nj*iyendigc. at . udvlnde dextranderlyacet fra dets 
reaktl nsblanding, men reakttonsblandingen som sadan.kan benyttes som.udgangsma- 
terlale ved fremstlllingen af komplekserne n^d dextranderivatet. ^ 

Scm antydet 1 det f ore g ae nde anve tides f errihydfoxid-dextrankomplekserne 
fremsttllet ifjilge opflndelsen isaer ved behandling af . jernmange lanaeml . . : . . . ; /. 

Nar dextranderivaterne benyttes til firemstilHrg af f eirihydrpxiddextrankompleks- 
ser til parenteral indgift, kan komp leks op 1 0s n Inge n behave en smule yderligere 
behandling for at gjzfre dem mere egnede til sadant brug.. Saledes.kan det vaere 
n^dvendigt at tilsatte passende maengder af stoffer,. slsom glucose e Her natrium- 
chlorid, for at g0re opl0sningerne i hovedsagen isotontske. Det kan ogs a vaere 
nj^dyendigt at indstille pH-vaerdien af jern-dextrankcmpleksopl0sningen med en sy-. 
re eller en base for at sikre sig, at den falder inden for omradet 5,5 til 8,5, 
fortrinsvis 5,5 til 7,0 og at lade opl|p(sningen yderligere varmebehand le ved en . 
forhfzJjet temperatur, for eksempel 50 til 130^0, fortrinsvis 90 til , 120*^0. En sa- 
dan yderligere varmebehand ling kan bekvemt finde sted under autoklavering af 
produktet.- - _ / . .. .. . \ . 

' : -;.P«t^^^" vist sig, at det med jernkomplekser fremstillet af dextranderiva- 
ter ifiJJlge opf indelsen er muligt at opna koncentrerede , stabile opl^sninger. Med 
^«y^?yT^..til gif tlghed-^kan.^^f en gennemsnit^ Intrayen^s IJ)^^^^^^^ som 

er s tjrfrre end - 2000 mg/kg. Komplekserne; .er stabile under op lagring og under' ste- : 
0^®^- W ^vilket er : s tandardmetoden til . sterilisation af et 

P5??^yH;^-^f produktet nairu^^^ 

toder^::jEor eksempel f iltre ring ^--^^ -.l' v-.- -:. , ' ^ ' :.. .r^]/.i:^,: 

■ Fremgangsxnaden if 0lge opf indelsen fork lares nErme re, ved hjalp' af ■ f ^Igende 
eksempe l , hvor a l ie de langi^^^^ N og M be tyder lioi^lite t 

■' og molaritet, af oplfisningeme . , . • " 

Y. \i j^_.v:',\ Eksempel " - .-\ - --^^^ ^ . , •.- 

: 300 de le dextrari med . lav mplekylvagt, genneinsnit'smolekylyagt ef ter .vaegt 
:^^0^»:^^^y.^P^?^^ %.ya^t;pr.;yplu^ ' 

10 N -^trliu^ydro^^ 

{til baseV; ogjopl0sninge^ 

,ti Isa t f or at holde oplyrfsningen ;i N/' bg t^^ b'lev f as thold t pi 66^C, itid- 

til der ikke blev optaget mere natriumhydroxid. ■ • : v . ^ \ 

Den basisW nedbrytinlngsbU^ blev dialyseret; mod rinded 

opl?^sningens pH va^^ faldjet til ca. 8^^^^ 
^-^^^, ^^:Hr^ t^lsatning af Jet^iol^ 200 de le ; : S : 

[^^■^j^i^ i 700 dele vaiid^^og pl^sningen blev $ 

sendt ned gennem en 50 jc i0>n^ af D.E.A.eAV cellulose , der var i^ 

til acetatf rm ved successiv udvaskning med 0,5 M kaliiimacetat og vand. Sjrfjlen 
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blev sa langsomt udvaskct med vand, Indtll eluatet var renset for ethvert kulhy- 
drat, hvl Ike t blev bestemt ved mallng af den opttske rotation af eluatet- Det 
af vaskevandet udvundne st f vlste sig at vaere uomdannet dextran. 

Sf^jleri blev derpa elueret med 10 M kaltumacetat , indtil kulhydratet var 
fuldstaendlg elueret. Dextranderivatet, t form af dets kaliumsalt, blev udvundet 
af eluatet ved bxindfaeldnlng med vandig ethanol eg vlste slg at udg^re ca. 8C% 
af det oprlndellge baslske, nedbrudte dextran* 

Dette stof blev derefter benyttet ved bundfaeldnlng af et ferr ihydroxid- 
dextranderivatkompleks , som det beskrives i det f^lgende. 

Natrlumcarbonatopljisnlng, 120 rumfang af en 30% vaegt pr. volumen oplfJs- 
nlng, blev langsomt over 3 timer under konstant omr^rlng sat til en opl0snlng af 
ferrlchlorld 1 vand, 50,4 dele 1 159 rumfang vand. Tempera turen af blandlngen 
blev hele tlden holdt pa 30°C. Opl^sningens . pH ved tllsatningens slutning var 
1,55. En vandig opl^snlng af dextranderivatet fremstlllet som beskrevet 1 det 
foregaende, 104 rumfang af en 20,5% vaegt pr. volumen opl^sning, blev sa tilsat 
pa llgnende made over 1,5 time. Na trlumcar bona top 1 jtfsn Ing , 75 rumfang af en 167o 
opl0sning, blev derpa tilsat for at bringe pH af den endellge opl^sning op pa 
^»3. - - 

Ferrlhydroxiddextranderlvatkomplekset blev udfaeldet ved tilsatning af ethaiol , 1000 
rumfang, og bund fa Idet blev opsamlet ved centrifugerlng.Ef ter udvaskning 3g^n^emed. 
60% ethanol, blev bundfaldet opl^st i destllleret vand, 500 rumfang, og pH ind- ' 
stillet pa 6,0 ved tilsaetning af natriumhydroxidopl^snlng, 12 rumfang af en 10% ' 
opl0sning. Opl^sningen blev varmebe hand let ved 90°C 1 2 timer, idet pH blev holdt 
pi 5,9-6,0 ved tilsstning af f lere "portioner base. 

Opl^sningen blev koncentreret i vakuum og ved 45^0 til 100 rumfang, f 11- 
treret og derpa autoklaveret 1 30 mlnutter. 

- Produktet havde en slut-pH-vaerdl pa 6,1. Jemindholdet var 15,4%, og det _ 
totale Indhold af fast, stof var 46,2%. LD^^-vaExdien for mus var ikke under 2500 
"mg Fe/kg. ' ^ 

- Nar produktet blev indspr^jtet intramuskulart 1 bagbenet af en kaniri i en 
dosls pi 40 mg Fe pr. kg, var mind re end 20% aif jernet tilbage ved injektions- 
stede t. ef ter' 7 dage. - v • 
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■ P A T E N T K R A V . 

1. Analogifremgangsmade til f remsti lling af et ferrlhydroxid-dextranderl- 

vatkompleks eller en opljisning deraf , ved omssetnlng af et dextranderivat med kol- 

loldt ferrihydroxid ved forhjijet temperatur, kendetegne t ved, at der 

anvendes et dextranderivat, hvor de polymere kaader bar mindst dn endestillet en- 

hed med s trukturf ormlen: 

COOH 
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H - C - OH 
I 

H - C - H 
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H - C - OH 
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H - C - OH 
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eller et salt eller en lakton deraf, afledet af en dextran, hvls gennemsnitsmo- 
lekylvffigt efter vaegt er hjijst 50.000, hvorefter det dannede kompleks eventuelt 
udvindes. 

2. Fremgangsmade If^lge krav 1, k e n d e t e g n e t ved, at 1 det mindr 
ste eh del af det kolloide ferrihydroxid er blevet fremstillet forud ved langsom 
P".^.^??-: af en opl0sning af et ferrisalt med en base, og at neu- 

tralisationen afsluttes 1 naETvaerelse af dextranderivatet* \ 



Fremdragne publikationer : ' . 

Danske - patentajis0gninger nr. 5247/67, 3415/68 (patent nrV 122398) 
USA patenter nr. 3022221, 3151107, 3234209* \ 



